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La RMN, un couteau suisse pour disséquer la chimie cellulaire à toutes les échelles. 

Tracking in-cell chemistry at all scales by NMR 
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La résonance magnétique nucléaire (RMN) est un outil analytique essentiel pour le chimiste au 

quotidien. Elle trouve aussi de nombreuses applications en biologie et médecine, depuis la 

 on eption de  édi   ents  ve       r  téris tion stru tur  e des protéines, jus u’à  ’ n   se 

clinique du métabolome et bien sûr l’imagerie par résonance magnétique (IRM). La RMN a deux 

atouts : elle est non-inv sive, et e  e fournit de  ’infor  tion  u nive u  to i ue.  es 

  r  téristi ues per ettent désor  is  ux  her heurs d’observer des pro essus  he o-biologiques 

dans des systèmes vivants « intacts ». Nous détaillons ici deux développements récents sur la 

physico-chimie du vivant: la structure des protéines en  e  u e et    déte tion d’  tivité enz   ti ue 

 ve   ’I   d’agents de contrastes dits « intelligents ». 

L’observ tion spécifique d’une protéine en  e  u e p r     repose sur  ’uti is tion d’un fi tre 

isotopique : le milieu cellulaire ne contient que de faibles quantités des isotopes stables 
13

C, 
15

N ou 

19
F ; une molécule enrichie en 

13
C, 

15
N ou 

19
F devient sélectivement détectable au sein de cellules 

vivantes par RMN (Figure 1). Chaque isotope « résonne » dans une gamme de fréquence précise : 

on peut donc sélectionner un isotope comme on choisit une fréquence radio ou une couleur au 

microscope. Toutes les questions relatives aux protéines peuvent être explorées par RMN en cellule: 

les conformations actives ou inactives, la dynamique structurale, les interactions avec des 
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partenaires ou des inhibiteurs, les modifications chimiques (dites post-tr du tionne  es)… Cette 

approche a permis des avancées fondamentales ces dernières années : la démonstration de 

 ’existen e en cellule de protéines dans un état non-replié [1],  e suivi d’ét ts d’ox do-réduction de 

protéines [2], ou de leur interaction avec des inhibiteurs en temps réel [3] (Figure 2A). Ces 

informations RMN à  ’é he  e  to i ue sont  o p é ent ires de celles fournies par la microscopie 

électronique, la microscopie de fluorescence ou la RPE, qui ont des capacités de résolution 

différentes. Les chercheurs perfectionnent en ce moment des bioréacteurs et des techniques 

spectroscopiques pour l’observ tion     en cellules ou en organoïdes. 

 

Figure 1.  eprésent tion s hé  ti ue de    produ tion d’é h nti  ons pour        in-cell avec des 

 e  u es     if res expri  nt    protéine d’intérêt de   ni re indu tib e. L’in orpor tion 

d’isotopes 
13

C/
15

N « visibles » pour la RMN permet leur détection sélective dans le milieu cellulaire 

contenant majoritairement des isotopes 
12

C/
14

N « invisibles ». La spectroscopie RMN délivre 

ensuite une infor  tion potentie  e ent tr s ri he à  ’é he  e  to i ue. 

 

Le principe du filtre isotopique est aussi  pp i ué à  ’observ tion orientée-substrat d’  tivités 

enzymatiques cellulaires : on peut les quantifier p r    disp rition et  ’ pp rition de si n ux     

de substrats ou de produits. Cette approche a permis récemment de cribler des candidats inhibiteurs 

sur des cellules cancéreuses [4] ou des bactéries poly-résistantes aux antibiotiques [5] (Figure 2B). 

 Figure 2 : Suivi « en temps-réel » par RMN d’é h nti  ons cellulaires : une série de spectres RMN 

successifs est enregistrée, puis les intensités des signaux mesurées dans chaque spectre. L’évo ution 

de ces intensités rapportent les quantités : A) de l’ nh dr se   rboni ue 2 ( A2) libre/liée 



(l’inhibiteur AAZ tr verse     e br ne  e  u  ire p us  ente ent  ue  ZA. Ad pté de Lu hin t et 

al. Anal Chem 2020) ; B) d’ ntibioti ues int  ts/h dro  sés p r des b  téries expri  nt  ’enz  e 

de résistance New Delhi metallo--lactamase 1 (NDM-1) ; ce schéma expérimental a permis à ces 

 uteurs d’effe tuer un  rib e d’inhibiteurs de  D -1 en bactéries. Adaptation de [5]. 

 

D’ utres  ppro hes sont déve oppées pour  ’i   erie des   tivités enz   ti ues. L’I   est  e p us 

souvent basée sur la RMN du proton de l'eau, très abondant dans les tissus biologiques. Le contraste 

est fondé sur les variations de temps de relaxation de ces protons dans les différents tissus. Il peut 

être modulé par des « agents de contraste » qui accélèrent cette relaxation. Malgré ses atouts, l'IRM 

souffre d'un manque de sensibilité et de spécificité. Il est notamment difficile de détecter une 

activité enzymatique dans un tissu : les substrats enzymatiques ont des concentrations et donc des 

intensités     tr s f ib es p r r pport à  ’e u ( ue  ues   o /L  u  ieux,  ontre     o /L pour 

 ’e u). Pour lever ce verrou, une méthode IRM par effet Overhauser (OMRI) a été développée, fruit 

d'une collaboration de 15 ans entre l'Institut de Chimie Radicalaire de Marseille (ICR) et le Centre 

de Résonance Magnétique des Systèmes Biologiques de Bordeaux (CRMSB). I  s’  it de détecter 

une   tivité enz   ti ue p r     odifi  tion d’un substrat portant un radical électronique, 

engendrant un changement de sa fréquence RPE (Résonance Paramagnétique Electronique). La 

saturation RPE de l'électron est transférée et observée par RMN du proton de  ’e u. Un 

rehaussement du signal a été obtenu, d’un facteur 50 in vitro, en irradiant un nitroxide à 5,4 GHz et 

en détectant le proton à 8 MHz sur un imageur 0,2 T du CRMSB. 

Quelle application trouver à ce gain de sensibilité prometteur ? L’I      onçu des agents de 

contraste « intelligents », des nitroxides phosphorés qui changent de conformation après leur 

coupure par des enzymes protéases, impliquées notamment dans la progression de cancers (Figure 

3A). Les changements associés se traduisent par un décalage de fréquence de résonance de 

l'électron [6] ou un  ei  eur tr nsfert de s tur tion de  ’é e tron vers  ’e u [7]. La méthode a été 

validée in vitro puis in vivo (souris) pour détecter l'activité de l'élastase pancréatique intestinale [7], 

ou  ’inf     tion pu  on ire [8] (Figure 3B). Pour appliquer cette méthode sur le gros animal, les 

équipes du CRMSB et de l'ICR ont obtenu un financement européen FETOPEN (n°863099), 

rassemblant 7 partenaires dont deux industriels. 



 

Figure 3: Principe de fonctionnement des agents de contraste « intelligents » OMRI : A) 

l’irr di tion EP  à    fré uen e de réson n e du substr t 1 permet de polariser la magnétisation 

des protons de  ’e u et de  énérer un si n   O  I, t ndis  ue  e produit issu de  ’  tion de 

 ’é  st se ne résonn nt p s à 1 n’  p s  ette   tion po  ris nte ; B) L’insti   tion intr -trachéale du 

substr t de  ’é  st se  én re un si n   O  I d ns  es pou ons s ins de souris, t ndis  ue des 

poumons enflammés dégrade ce substrat immédiatement [9]. 

 

 
Figure 4 : A) Le 

13
C-pyruvate hyperpolarisé peut être injecté au sein de tissus, et sa vitesse de 

conversion en 
13

C-lactate est alors observable in vivo ; B) Le 
13

C-lactate est observable en imagerie 

par la détection de signaux 
13

C à 185 ppm. Adapté de [9]. 

 

En caractérisant des tissus intacts et leurs fonctionnements, la RMN in-cell complète les approches 

réductionnistes classiques (séquençage génomique, de biologie cellulaire ou de biochimie in 

vitro…).  ous pouvons fin  e ent évo uer  ’uti is tion du 
13

C-pyruvate hyperpolarisé, dont la 

conversion accélérée en 
13

C-   t te est s  pto  ti ue d’un  ét bo is e   n éreux :  ’I   du 
13

C-

hyperpolarisé commence à être utilisée pour le diagnostic en oncologie [9] (Figure 4). Les 

informations au niveau atomique par RMN sont donc essentielles pour la chemobiologie 

fondamentale et clinique. Ainsi, 75 ans après sa découverte expérimentale, la RMN appuie la 

compréhension du vivant, le diagnostic de pathologies, et la conception de stratégies thérapeutiques. 

 ’hésitons p s à  ontinuer ! 
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